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:چکیده

در حفظ رطوبـت و  بالا علت توانایی بهکه پلیمر طبیعی و خطی است (HA)هیالورونیک اسید 

سمی بـودن، کاربردهـاي بسـیاري در زمینـه     زایی و غیرایمنیویسکوالاستیسیتی و همچنین غیر

هـاي  در مقیـاس صـنعتی توسـط گونـه    HA.و غـذایی دارد بهداشـتی  ـ آرایشی ـپزشکی، هاي 

نیازهـاي غـذایی   با یلاکتیکهاي باکترياز انواع هااسترپتوکوكاسترپتوکوکی تولید شده است. 

بـر روي  پـژوهش ،بنـابراین ندارنـد.  ها را برخی از اسید آمینهتوانایی ساخت هستند وپیچیده 

تولیـد هیالورونیـک   در این مطالعه، انتخاب محیط کشت صنعتی براي رشد آنها ضروري است.

در سـه  ATCC 43079زواپیـدمیکوس  اسـترپتوکوکوس  در سـویه  و آنزیم هیالورونیـداز اسید 

رونیـک  این آنزیم بر کاهش مقدار هیالوتأثیر با توجه به مورد بررسی قرار گرفت. محیط کشت 

پالمیتوییل آسکوربیک اسید براي مهار این آنزیم در طی فرایند تخمیر استفاده -6اسید، از ماده 

غلظت گلـوکز،  متغیرهاي تأثیر انجام شد و (RSM)سطح پاسخطراحی آزمایش به روششد. 

شد. نتایج نشان بررسیهیالورونیک اسید تولید بر سطح سه3هر کدام در pHعصاره مخمر و 

گرم بر لیتـر گلـوکز،  2/21در حضور مقادیر در این باکتري اسید داد بیشینه تولید هیالورونیک 
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HAمقدار تولید در شرایط بهینه، .به دست می آید6/6pHگرم بر لیتر عصاره مخمر و 6/43

م بـر لیتـر)،  میلـی گـر  150±10سبت به محیط پایه (نمیلی گرم بر لیتر رسید که 370±15به

سـاعت  گـرم بـر لیتـر   74/56بهمقدار بهره دهی تولید درصد افزایش نشان داد و150حدود

.بودکه دو برابر بهره دهی در نقطه مرکزي رسید

سازي، روش سطح پاسخاسید، هیالورونیداز، بهینهکشت ناپیوسته، هیالورونیک:واژگانکلید 

مقدمه

سـاکاریدها، پلیمرهـاي قنـدي خـارج سـلولی      اگزوپلی

ها تولید و به محـیط  وسیله میکروارگانیسمکه بههستند 

شـــــوند. اســـــتفاده از پیرامـــــون ترشـــــح مـــــی

هاي میکروبـی در حـوزه پزشـکی، در    ساکاریداگزوپلی

اواسط قرن بیستم و با کاربرد بالینی محلـول دکسـتران  

. پیـدا کـرد  کننـده پلاسـما، گسـترش    عنـوان منبسـط  به

ورونیـک اسـید   هیالدکستران، زانتان، آلژینـات، ژلان و  

رغـم  بـه هـا هسـتند.   سـاکارید همگی از انواع اگزوپلـی 

ها، این دسته از ساکاریداگزوپلیساختار منومري بیشتر

خـواص  زیستی داراي تنوع ساختمانی بـالا و  ترکیبات

ها . تعداد اندکی از باکتري[1]می باشنديمنحصر به فرد

(HA)هیالورونیک اسـید در ساختار کپسول خود واجد 

طـور طبیعـی در   یا هیالورونان هسـتند. هیالورونـان بـه   

زا از هـاي بیمـاري  از بـاکتري ساختار کپسول تعـدادي  

Cو Aو گـــروه 1اپاســـتورلا مالتوســـید جملـــه 

همـه  درHAسـاختار .[2]شودها یافت میاسترپتوکوك

ها یکسان است و هاي جانوري و باکتریایی و بافتگونه

هاي . میکروارگانیسم[3]کندسامانه ایمنی را تحریک نمی

منظـور کپسـوله   از آن بـه ،هیالورونیک اسیدتولیدکننده

کردن خود و فرار از سامانه دفاعی میزبـان و همچنـین   

کننـد.  تجهیز خود به منظور اتصال و تکثیر استفاده مـی 

بنابراین سامانه دفاعی میزبان تلاشی براي از بین بـردن  

1. Pasteurella multocida

تنهـا .[2]زا نخواهـد کـرد  هـاي بیمـاري  این نوع باکتري

را در مرحله خاصی HAهاي استرپتوکوك، سویهبرخی 

عنوان متابولیت ثانویه (در شرایط از چرخه زندگیشان به

.[5 ,4]کنندهوازي) تولید میهوازي یا بی

هیالورونیـک  اولین گزارش در مـورد میـزان تولیـد    

A ،60اسید توسط باکتري استرپتوکوك همولتیک گروه 

باید توجه داشت کـه  .[6]گرم در هر لیتر بودمیلی140تا

ــن میکروارگانیســم ــد گروهــی از ای ــه تولی ــادر ب هــا  ق

هـاي بهبـود   نیـز هسـتند. روش  (HAase)هیالورونیداز 

- ان- متیـل - بـا ان زایی شیمیاییسویه از جمله جهش

ــرو ــدین- ان- نیت ــده نیتروزوگوانی ــتفاده ش ــد و اس ان

بدون فعالیت بتاهمولیتیکی و هیالورونیـدازي  يهاکلنی

7]ه شده استساختو با تولید بیشتر هیالورونان 

 ـهاي کدکننده آنـزیم  ژن1993در سال  ان هیالورون

جداسازي شد. پس از 2پایوژنزاسترپتوکوکوس از سنتاز

هاي دیگـر  آن هیالورونان سنتازهایی از میکروارگانیسم

مسیر کلـی سـاخت  .[2]شناسایی و تعیین ویژگی شدند

HA[2]کنداز فرمول زیر تبعیت می:

2. Streptococcus pyogenes
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انجـام  has توسـط اپـرون   در باکتري هـا  HAساخت

را کـد  هیالورونیـک اسـید  ساز هاي پیشکه آنزیمشود می

زواپیــدمیکوس اســترپتوکوکوسدر hasاپـرون  کنــد. مـی 

ــامل ژن ــايشـ pgiو hasA ،hasB ،hasC ،glmUهـ

. [9 ,8]است

هاي دیگرو برخی گونهزواپیدمیکوساسترپتوکوکوسدر hasاپرون -1شکل 

با شناخت ژن هـاي درگیـر در بیوسـنتز هیالورونیـک     

هـاي جدیـد   اسید، تحقیقات متعددي براي توسـعه سـویه  

ــالاي آن انجــام شــده   ــد ب ــراي تولی دســت ورزي شــده ب

از نظر مصرف کـربن  HAرشد سلول و ساخت . [10]است

کـی از  یو ایـن مـورد  کنند و انرژي با یکدیگر رقابت می

مـی  هیالورونیـک اسـید   محدودکننـده در بیوسـنتز   واملع

تحقیقات زیادي در مورد بهبود شرایط کشـت و  .[11]باشد

منظور افزایش غلظت و هاي مختلف بیوراکتور بهاستراتژي

انجـام گرفتـه اسـت. بـه ایـن منظـور       HAوزن مولکولی 

، منبع کربن، pHاي بر روي عواملی چون مطالعات گسترده

ها، دور همزن، هـوادهی و اثـر   بع نیتروژن، غلظت نمکمن

.[14-12]هاي ضروري صورت گرفته استآمینواسید

اسـترپتوکوکوس  این مطالعـه، ابتـدا کشـت سـویه     در 

ــدمیکوس ــیطATCC 43079زواپی ــت در مح ــاي کش ه

تا پروفایل تولیـد هیالورونیـک اسـید و    شدمختلف انجام 

سـازي تولیـد   د. سپس بهینهوآنزیم هیالورونیداز بررسی ش

HA در فرمانتور با روش طراحی آماري سطح پاسخ براي

.شددستیابی به مقادیر بالاتر هیالورونان انجام 

هامواد و روش

اکـــویی زیرگونـــهاســـترپتوکوکوس:ســـویه بـــاکتري

مؤسســه واکســن و  از ATCC 43079زواپیــدمیکوس 

شــد. صـورت لیــوفیلیزه خریــداري  ســازي رازي بــهسـرم 

انجـام شـد. پـس از    BHIسازي سلول ها در محیط  فعال

به محلول باکتري، رسوب کشتو سانتریفیوژسویه رشد 

بـا  BHIو محـیط کشـت   اسـتریل % 30گلیسـرول  حاوي

شد.نگهداري -70فریزر درشد و افزوده 1:1نسبت 

زواپیـدمیکوس استرپتوکوکوسباکتري محیط کشت: 

نـوع محـیط   3دارايهـاي در حـال چـرخش    در فلاسک

. ترکیبـات تشـکیل دهنـده    کشت مختلف کشت داده شـد 

آمده است.1محیط هاي کشت در جدول 
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استرپتوکوکوسمحیط هاي کشت براي بررسی رشد، تولید هیالورونیک اسید و آنزیم هیالورونیداز توسط سویهاتیبترک-1جدول 

ATCC 43079زواپیدمیکوس
(g L-1)مقدار ترکیبات تشکیل دهندهمحیط کشت

1شماره 

[15]مطابق با رفرنس 

نشاسته

گلوکز

پپتون کازئین

MgSO4
K2HPO4

50

3

5

5/1

2

2شماره 

(BHI)

عصاره قلب و مغز گاو

کننده ژلاتینآنزیم هضم

دکستروز

NaCl
Na2HPO4

5/17

10

2

5

5/2

3شماره 

عصاره مخمر

گلوکز

ینکازئپپتون
MgCl2

K2HPO4
NaCl

30

30

20

6/0

5/2

5

منظـور  بهبا روش پاسخ سطح:هاطراحی آماري آزمایش

در HAسازي محیط کشت بـاکتري و تولیـد بیشـینه    بهینه

، غلظت گلـوکز و عصـاره مخمـر    pHعامل انتور، سهفرم

در α= 14/1. در ایـن آزمـایش   ندمورد بررسی قرار گرفت

نظر گرفته شد و بر همین اساس سطوح متغیرها مشخص 

). سایر ترکیبات محیط کشت ماننـد محـیط   2شد (جدول 

آنـزیم هیالورونیـداز،   بـراي مهـار فعالیـت    بود و3شماره 

گرم بر لیتـر پالمیتوییـل آسـکوربیک اسـید      میلی54مقدار 

(6-O-Palmitoyl-L-ascorbic acid)  ــت ــیط کش ــه مح ب

.[16]افزوده شد

اسیدسازي تولید هیالورونیکمحدوده متغیرها در بهینه-2جدول 

واحدعامل
سطوح متغیرها

α+1+01--α

g L-182/4640302018/13غلظت گلوکز

g L-182/4640302018/13غلظت عصاره مخمر

pH-84/75/775/616/6
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و pHمنظـور کنتـرل  بـه کشت باکتري در فرمـانتور: 

ــین  ــیهمچن ــد بررس ــونگی رش ــاکتريچگ ــد ب و تولی

نتورافرم ـسـازي در آزمایش هاي بهینـه ، اسیدهیالورونیک

(New Brunswick, USA)BIOFLO-3000ــا ــم ب حج

، هـوادهی  15اکسـیژن محلـول %  شـد.  نجامالیتر 1کاري 

vvm5/0 دور همــزنوrpm500کشــت ســامانهدر

در نظر گرفته شد.ناپیوسته

هاي رایجیکی از روش: اسیدهیالورونیکسنجش 

اسـیدها روش کربـازول   گیري اورونیکبه منظور اندازه

ــن روش گلیکوزآمینوگلیکــان.اســت ــط در ای ــا توس ه

سنجی کروماتوگرافی به صـورت کمـی   هاي رنگروش

دو با استفاده از ایـن روش، ابتـدا  .[17]شوندسنجش می

ند و پس از شدطبق دستورالعمل ساخته Bو Aمحلول 

هـا  خانـه، کـدورت نمونـه   96هـا در پلیـت   تهیه نمونه

ــه ــار توســطب ــزا صــورت خودک دســتگاه خــوانش الای

استاندارد (سـیگما، وزن  HAگیري شد. از نمونه اندازه

ــولی  ــی   2/1مولک ــه منحن ــراي تهی ــون) ب ــون دالت میلی

کالیبراسیون استفاده شد.

-Rapidبه روشفعالیت آنزیم هیالورونیدازسنجش 

plateمحلـول  : و ژل الکتروفورزmg/ml2  هیالورونیـک

میکـرون  22/0تهیه و با فیلتـر  BSA% 5اسید استاندارد و 

هـاي فیلتـر   صورت جداگانه فیلتر شدند. سپس محلـول به

افـزوده و  C46˚آگار دردمـاي  BHIشده به محیط کشت 

اي شدن پلیت ها به پلیت استریل منتقل شدند. پس از ژله

میکرولیتــر از محــیط کشــت حــاوي C4 ،20˚در دمــاي 

باکتري در مرکز پلیت چکانده شد و به آرامی به انکوباتور  

˚C37 سـاعت، پلیـت   48. پس از حـدود  پیدا کردانتقال

مـولار 2/0اسـتیک  بیرون آورده شد و سـطح آن بـا اسـید   

پوشانیده شد. پس از خشـک شـدن سـطح پلیـت، میـزان      

شفافیت در اطراف قطره چکانده شـده بررسـی و در زیـر    

، Rapid plateبـر روش  علاوهمشاهده شد.وسکوپ استری

SDS-PAGE% 13بر روي ژل حضور آنزیم هیالورونیداز 

نیز مورد بررسی قرار گرفت. 

و بحثنتایج

انــواع ســویه هــاي مطالعــاتی کــه بــر رويبــا وجــود

ATCC 39920خصوصا زواپیدمیکوساسترپتوکوکوس

هاي مختلف رسد سویه، به نظر می[18]انجام گرفته است

داشـته  HAهاي متفاوتی در تولیـد  این باکتري ظرفیت

هـایی از بر روي سـویه . به این منظور تحقیق [19]باشند

که تحقیقاتی بر روي آن زواپیدمیکوساسترپتوکوکوس

. در این تحقیق، کندپیدا میضرورت ،انجام نشده است

بررسی شد. ATCC 43079در سویه HAشرایط تولید 

در محیط هاي کشت مختلـف:  HAتولید مقایسه

شـد بـاکتري در   رمربوط بـه  (OD)بیشینه تراکم نوري

کشت هايدر محیطو 399/0برابر با 1محیط کشت 

در . بـه دسـت آمـد   2/1و 9/1برابـر  به ترتیب 3و 2

مشـاهده  محـیط کشـت   این سـه  در HAتولید 1شکل 

به دسـت  2محیط کشت در HAبیشینه تولید شود. می

یک محیط کشـت آزمایشـگاهی   BHI، با این حال.آمد

رود و استفاده از آن براي تولید گران قیمت به شمار می

یک محصول صنعتی به صرفه و منطقی نیست. بنابراین 

مناسـب رشـد   نسـبتاً  به دلیل مقـدار  3از محیط کشت 

شد. ها استفاده براي ادامه آزمایشHAباکتري و تولید 

ــد  بر ــل تولی ــی پروفای ــه  HAرس ــان داد ک ــدار نش مق

پیـدا  افـزایش  تا حدود ساعت دهـم اسید هیالورونیک

رو بـه  آنشـدت تولیـد و مقـدار   و پـس از آن  کندمی

. مشاهده این رخـداد، احتمـال وجـود    گذاردکاهش می

بـه ایـن   را تقویـت کـرد.   HAکننده هاي تخریبآنزیم

منظور سـنجش آنـزیم هیالورونیـداز در محـیط کشـت      

ــد.   ــام ش ــط    انج ــید توس ــک اس ــدرولیز هیالورونی هی

دهد. این احتمال هیالورونیداز، ویسکوزیته را کاهش می

وجود دارد که باکتري براي افزایش سرعت حرکت در 
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محیط و رسیدن به مـواد غـذایی، آنـزیم هیالورونیـداز     

پیشـتر  سـید را کـه   تولید کند تا کپسـول هیالورونیـک ا  

ساخته بود، تخریب کند. دلیل دیگر ارائـه شـده بـراي    

هیالورونیک اسید در زمـان  تولید این آنزیم، استفاده از

.[20]عنوان منبع کربن استفقر غذایی و به

2)، ¯(1در محیط هاي کشت ATCC 43079استرپتوکوکوس زواپیدمیکوس پروفایل تولید هیالورونیک اسید در -2شکل 

)p(3) و *(

ــداز:    ــی تولیــد آنــزیم هیالورونی آنــزیم بررس

861بـا هـا، پروتئینـی   هیالورونیداز موجود در بـاکتري 

دالتون اسـت. 97205حدودوزن مولکولی واسیدآمینه 

ــا آنجــایی ــیت ــه م ــزیم  ک ــت آن ــون فعالی ــا اکن ــیم ت دان

زواپیدمیکوس استرپتوکوکوسهیالورونیداز در باکتري 

ATCC 43079 همراه با مراحل مختلف رشد باکتري و

تولید هیالورونیک اسید در فرایند تخمیر بررسی نشـده  

شـود، وجـود بانـد   مشاهده می3شکل چنانچه در بود. 

توانـد مربـوط بـه    کیلو دالتون مـی 97بازه در پروتئینی

ورونیداز بـا  حضور آنزیم هیالآنزیم هیالورونیداز باشد.

نیز بررسی شد. اسـاس ایـن روش،   1پلیت سریعروش

اسـت  HAو BSAهـاي  تشکیل کمپلکس بین مولکول

آنزیم هیالورونیداز اگر که محیط کشت را کدر می کند. 

آگار BHIبه داخلها تولید شود، در زمان رشد باکتري

، محـدوده  اسـید کند و پس از افزودن اسـتیک نفوذ می

هـا شـفاف   فعالیت آنزیم هیالورونیداز در اطراف کلنـی 

1. Rapid-plate

هـا،  شود. مشاهده این هاله شفاف در اطـراف کلنـی  می

).4کرد (شکل تأیید وجود آنزیم هیالورونیداز را 
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مربوط به باند احتمالیATCC 43079زواپیدمیکوساسترپتوکوکوسساعات مختلف کشتنمونه محلول رویی حاصل از -3شکل

نشان داده شده است.پیکانباSDS-PAGEهیالورونیداز بر روي ژل 

علت فعالیت آنزیم هیالورونیداز در این باکتري لازم به

را دارد، HAاســت در زمــانی کــه بــاکتري بیشــینه تولیــد 

استخراج آن انجام شود. این در حالی است که در صورت 

منظـور اسـتخراج، در مـدت    عدم انتخاب زمان مناسب بـه 

علـت فعالیـت   چند ساعت کیفیت هیالورونیک اسید که به

یابـد  داز شکسته شده، به شدت کاهش میآنزیم هیالورونی

ساکاریدي طی مراحـل شستشـو از   و قطعات کوچک پلی

2013اي کـه در سـال   چنانچـه در مطالعـه  رود. دست می

انجام گرفـت، مقـدار بیشـینه تولیـد اسـیدهیالورونیک در      

ها تنATCC 43079زواپیدمیکوس استرپتوکوکوسباکتري 

. به همین دلیل [21]بودگرم بر لیتر گزارش شده میلی38/42

در این تحقیق، پالمیتوییـل آسـکوربیک اسـید بـه محـیط      

ــداز    ــزیم هیالورونی ــت آن ــا فعالی ــزوده شــد ت راکشــت اف

د.مهار کن

.ها شده استباعث ایجاد هاله شفاف در اطراف کلنیزواپیدمیکوساسترپتوکوکوسزفعالیت آنزیم هیالورونیدا-4شکل

تحلیـل آمـاري  و RSMطراحی آزمایش به روش 

آزمـایش بـراي   16با روش طرح ترکیب مرکزي،:هاداده

آزمـایش  8شامل هر کدام در دو سطح عاملبررسی سه

آزمـایش  آزمایش نقاط محوري و دو6کامل دو سطحی، 

این متغیرها انتخاب ).3نقطه مرکزي طراحی شد (جدول 

بر اساس درجه اهمیت و آنچه در مطالعات پیشین عنـوان  

شایان ذکر است در تمام محـیط  .[20-18]شدانجامشده بود 

هاي کشت طراحی شده، از مهـار کننـده شـیمیایی آنـزیم     

تولیـد شـده   HAمقـدار بیشـینه   هیالورونیداز استفاده شد. 

دهـی  و مقدار بهرهدر نظر گرفته شدعنوان متغیر وابسته به

ها با دو تکرار انجام شدند.آزمایش.تولید هم محاسبه شد

4) در جـدول  HAتحلیل واریانس پاسـخ (مقـدار تولیـد    

ارائه شده است.
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شدهنتایج مشاهدهو با روش ترکیب مرکزي طراحی آزمایش سطح پاسخ -3جدول

گلوکزشماره آزمایش

(g L-1)

عصاره مخمر

(g L-1)
pH

هیالورونیک اسید

(mg L-1)

بهره دهی

(mg L-1 h-1)

میزان رشد

(OD)

1202050/62/15537/182/3

2402050/68/20145/173/1

3204050/63/32517/297/2

4404050/60/9746/65/3

5202050/70/28184/221/4

6402050/77/28887/185/5

7204050/73/17561/148/6

8404050/76/20054/121/5

918/133000/79/22041/186/6

1082/463000/73/7571/47/2

113018/1300/74/19081/230/3

123082/4600/70/33022/540/3

13303016/64/5091/58/0

14303084/77/11334/103/4

15303000/75/28445/287/3

16303000/72/30084/287/3

دار نبودند.مدل که معنیپس از حذف برخی جملاتدر مدل رگرسیون ساده شده تولید هیالورونیک اسید تحلیل واریانس نتایج - 4جدول 

F-valuep-valueاتمیانگین مربعآزاديدرجهمجموع مربعاتعبارت

113900714/1627166/120017/0مدل

64/28138161/2813490/210023/0(A)گلوکز

00/9113100/911309/70323/0(B)عصاره مخمر
pH(C)17/18931117/1893173/140064/0

AC88/23462188/2346226/180037/0
BC47/27913147/2791372/210023/0
A267/20337167/2033786/150053/0
C289/48906189/4890606/380005/0

Residual36/8994791/1284--
70/8874612/147936/122144/0عدم برازش

د:مدل شهیالورونیک بر اساس مقادیر کد شده به شکل زیر تولید اسید
HA= 281.43- 48.85 A+27.80 B+40.07 C+61.03 AC-66.57 BC-42.69 A2-66.13 C2
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علاوه بر فاکتورهاي اصلی و برخی بـرهمکنش هـاي   

جمــلات آمـده اسـت،   BCو ACآنهـا کـه در جمــلات   

نیز در معادله رگرسـیون کـه از نـوع    B2و A2درجه دوم 

شـود. در ایـن حالـت    درجه دوم اسـت نیـز مشـاهده مـی    

Lack of)دار نبودن عـدم بـرازش  داري مدل و معنیمعنی

fit) ،ــده نشــان ــراي  دهن ــدل پیشــنهادي ب ــه م آن اســت ک

ارائـه شـده   مـدل مناسب است.اي رگرسیون فضاي نمونه

انطبـاق  کـه بوده96/0برابر با ) R2(ي ضریب تبییندارا

دقـت  بـا مدل حاصـل از رگرسـیون   را با ي تجربی هاداده

نشان می دهد.  بالا

و ACشـود اثـرات متقابـل    طور که مشاهده مـی همان

BCنشــان الــف -5دار هســتند. شــکل بــر پاســخ معنــی

در گرم بر لیتر از عصاره مخمـر،  8/27در غلظت دهد می

خنثـی،  pHحدود وگلوکز گرم بر لیتر 25حدود غلظت

در غلظـت  یابـد. افزایش میاسید مقدار تولید هیالورونیک 

HAگرم بر لیتر گلوکز، دو ناحیه مطلوب براي تولیـد  30

حـدود  pHشـرایط  شاملکه ) ب-5شود (شکل دیده می

گـرم بـر لیتـر و    20عصاره مخمـر حـدود   غلظت و 4/7

عصـاره  بیشینه مقدار و 8/6تا حدود pHهمچنین کاهش 

می باشد.مخمر 

اسیدهیالورونیکبر تولید عصاره مخمر (ب) وpHگلوکز (الف) و و pHبعدي اثر سهنمایش -5ل شک

2/21، غلظت گلوکز 6/6pHدر شرایط را گرم بر لیتر میلی426شرایط بهینه براي تولید هیالورونیک اسید به میزان نرم افزار، 

بـا  HAگـرم بـر لیتـر    میلـی 370±15انجام شد و مقـدار  تأیید آزمون کرد.بینی گرم بر لیتر پیش6/43و غلظت عصاره مخمر 

آمد.دست بهگرم بر لیتر ساعت 74/56دهی بهره
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براي دستیابی بـه شـرایط   در این مطالعه، گیري:نتیجه

ــخ بــراي طراحــی       ــه از روش آمــاري ســطح پاس بهین

سازي بهـره گرفتـه شـد. در ایـن روش،     هاي بهینهآزمایش

مرکزي بر نقاط فاکتوریل، با تکرار آزمایش در نقطه علاوه

ــد نقطــه  و در دســت داشــتن داده ــاي آزمایشــی در چن ه

تـوان ارزیـابی صـحیحی از    محوري، از تمام جهـات مـی  

هاي آزمایشی در این اساس دادهاي داشته و برفضاي نمونه

نقاط، به معادله رگرسیون مناسب دسـت یافتـه و شـرایط    

. نتـایج حاصـل از ایـن طراحـی     کـرد بهینـه را پیشـگویی   

بـا مهـار آنـزیم هیالورونیـداز در زمـان      اد آزمایش نشان د

ــدمیکوسکشــت ســویه  ATCCاســترپتوکوکوس زواپی

غلظـت  تـأمین  و pHو شرایط ثابـت نگهداشـتن   43079

مناسب از منابع کربن و نیتروژن در محـیط کشـت، تولیـد    

.پیـدا کـرد  برابـر افـزایش   5/2هیالورونیک اسـید حـدود   

ها در صـورتی  هاي طراحی آماري آزمایشروشبنابراین، 

به درستی انتخاب شده باشند و در یپاسخمؤثر که عوامل 

بازه مناسبی مورد آزمایش قرار گیرند، امکان دسـتیابی بـه   

در ایـن  همچنـین  کننـد.  بهینه فرایند را فراهم مـی شرایط

ــق  ــه -6از تحقی ــید ب ــکوربیک اس ــل آس ــوان پالمیتویی عن

در حضور آن مهارکننده آنزیم هیالورونیداز استفاده شد که 

. اسـتفاده از ایـن   شدامکان تولید هیالورونیک اسید فراهم 

است که ژنتیکیتر از دستورزي هاي راحتماده شیمیایی، 

يعنـوان راهکـار  و هزینه بر هسـتند و بـه  بر زمانپیچیده،

هاي هیالورونیداز مناسب براي تولید این محصول در سویه

شود.مثبت پیشنهاد می

در قالـب  منابع مـالی ایـن تحقیـق    تشکر و قدردانی:

پژوهشگاه ملی مهندسی توسط 588طرح پژوهشی شماره 

وسـیله  بـدین ت و شده استأمینژنتیک و زیست فناوري

د.شوسپاسگزاري می

نتایج مندرج در این مقاله از صـحت  اخلاقی:تأییدیه 

و اصــالت علمــی برخــوردار اســت و در مــواردي کــه از 

نامـه،  دستاوردهاي علمی و پژوهشی دیگران اعم از پایان

کتاب، مقاله و غیره استفاده شده است، رعایت کامل امانت 

انجام شده و مطابق مقررات، به تمـامی آنهـا در فهرسـت    

ت.ده اسمقاله اشاره شمأخذمنابع و 

گونـه هـیچ دارندمینویسندگان اعلام تعارض منافع:

.تعارض منافعی وجود ندارد

:منابع

1. Moscovici, M. (2015) Present and future
medical applications of microbial
exopolysaccharides, Front Microbiol. 6, 1012.

2. Boeriu, C. G., Springer, J., Kooy, F. K., van
den Broek, L. A. and Eggink, G. (2013) Production
methods for hyaluronan, Int. J. Carbohydrate
Chem. 2013, 1-14.

3. Matarasso, S. L. (2004) Understanding and
using hyaluronic acid, Aesthetic Surgery J. 24(4),
361-364.

4. Chen, W. Y., Marcellin, E., Hung, J. and
Nielsen, L. K. (2009) Hyaluronan molecular weight
is controlled by UDP-N-acetylglucosamine
concentration in Streptococcus zooepidemicus, J.
Biol. Chem. 284 (27), 18007-14.

5. Jagannath, S. and Ramachandran, K. (2010)
Influence of competing metabolic processes on the
molecular weight of hyaluronic acid synthesized by
Streptococcus zooepidemicus, Biochem. Eng. J.
48(2), 148-158.

6. Kendall, F. E., Heidelberger, M. and Dawson,
M. H. (1937) A serologically inactive
polysaccharide elaborated by mucoid strains of
group A hemolytic streptococcus, J. Biol. Chem.
118(1), 61-69.

7. Kim, J.-H., Yoo, S.-J., Oh, D.-K., Kweon, Y.-
G., Park, D.-W., Lee, C.-H. and Gil, G.-H. (1996)
Selection of a Streptococcus equi mutant and
optimization of culture conditions for the
production of high molecular weight hyaluronic
acid, Enzyme Microb. Technol. 19(6), 440-445.

8. Widner, B ,.Behr, R., Von Dollen, S., Tang,

M., Heu, T., Sloma, A., Sternberg, D., DeAngelis,
P. L., Weigel, P. H. and Brown, S. (2005)

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

32
22

11
5.

14
00

.1
2.

3.
3.

3 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 b

io
t.m

od
ar

es
.a

c.
ir

 o
n 

20
24

-0
5-

09
 ]

 

                            10 / 12

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23222115.1400.12.3.3.3
https://biot.modares.ac.ir/article-22-35587-fa.html


تابنده و همکاران_______________ ________________________________ سازي تولید هیالورونیک اسید ... بهینه

109

Hyaluronic acid production in Bacillus subtilis,
Appl. Environ. Microbiol. 71(7), 3747-3752.

9. Saranraj, P. and Naidu M. A. (2013)
Hyaluronic Acid Production and its Applications -
A Review, Int. J. Pharmaceutical Biol. Archive,
4(5), 853-859.

10. Gallo, N., Nasser, H., Salvatore, L., Natali,
M., L., Campa, L., Mahmoud, M., Capobianco, L.,
Sannino, A., and M. Madaghiele (2019) Hyaluronic
acid for advanced therapies: Promises and
challenges, Eur. Polymer J. 117, 134-147.

11. Gao, H.-J., Du, G.-C. and Chen, J. (2006)
Analysis of metabolic fluxes for hyaluronic acid
(HA) production by Streptococcus zooepidemicus,
World J. Microbiol. Biotech., 22(4), 399-408.

12. Lee, G.-Y., Ha, S.-J., Jung, J.-H., Seo, D.-H.,
Park, J.-Y., Kim, S.-R., Park, N.-W., Kweon, D.-K.,
Park,  S .- H. and Park, C.-S. (2009) Effect of non-

animal-derived nitrogen sources on the production
of hyaluronic acid by Streptococcus sp. KL0188,
J.Korean Society Appl. Biol. Chem. 52(3), 283-289.

13. Pan, N. C., Vignoli, J. A., Baldo, C., Pereira,
H. C. B., Silva, R. S. d. S. F. and Celligoi, M. A .P.

C. (2015) Effect of fermentation conditions on the
production of hyaluronic acid by Streptococcus
zooepidemicus ATCC 39920, Acta Scientiarum.
Biol. Sci. 37(4), 411-417.

14. Armstrong, D., Cooney, M. and Johns, M.
(1997) Growth and amino acid requirements of
hyaluronic-acid-producing Streptococcus
zooepidemicus, Appl. Microbiol. Biotechnol. 47(3),
309-312.

15. Zhang, J., Hao, N. andChen, G.-Q. (2006)
Effect of expressing polyhydroxybutyrate synthesis
genes (phbCAB) in Streptococcus zooepidemicus
on production of lactic acid and hyaluronic acid,
Appl. Microbiol. Biotechnol. 71(2), 222-227.

16. Botzki, A., Rigden, D. J., Braun, S., Nukui,
M., Salmen, S., Hoechstetter, J., Bernhardt, G.,
Dove, S., Jedrzejas, M. J. and Buschauer, A. (2004)
l-Ascorbic Acid 6-Hexadecanoate, a Potent
Hyaluronidase Inhibitor X-ray structure and
molecular modeling of enzyme-inhibitor
complexes. J. Biol. Chem. 279(44), 45990-45997.

17. Song, J.-M., Im, J.-H., Kang, J.-H. and Kang,
D.-J. (2009) A simple method for hyaluronic acid
quantification in culture broth, Carbohydrate
polymers, 78(3), 633-634.

18. Aroskar, V., Kamat, S. and Kamat, D. (2012)
Effect of various nutritional supplements on
hyaluronic acid production, IIOAB Letters, 2, 16-
24.

19. Liu, L., Liu, Y., Li, J., Du, G. and Chen, J.
(2011) Microbial production of hyaluronic acid:
current state, challenges, and perspective, Microb.
Cell Fact, 10(1), 1-9.

20. Shih, W.-Y., Lai, H.-H., Chen, N.-Y., Shih,
L., Huang, Y.-C., Lin, T.-S. and Wu, J.-Y. (2013)
Effect of Environmental factors on production of
hyaluronic acid by Streptococcus zooepidemicus,
Int. J. Sci. Eng. 3(4), 5-21.

21. Khue, N. T. H., VO, P. T. M. (2013) Study of
complex nutrients, temperature and salts on
hyaluronic acid production in Streptococcus
zooepidermicus ATCC 43079. J. Appl. Pharm. Sci.,
3, 12-15.

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

32
22

11
5.

14
00

.1
2.

3.
3.

3 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 b

io
t.m

od
ar

es
.a

c.
ir

 o
n 

20
24

-0
5-

09
 ]

 

                            11 / 12

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23222115.1400.12.3.3.3
https://biot.modares.ac.ir/article-22-35587-fa.html


Biotechnology-Tarbiat Modares University

110

Optimization of hyaluronic acid by Streptococcus
zooepidemicus ATCC 43070 by response surface

methodology
Tabandeh F.*1, Samadi M.2, Khodabandeh M.3, Aminzadeh S.4

1- Associate Professor, Bioprocess Group, Department of Industrial and Environmental
Biotechnology, National Institute of Genetic Engineering and Biotechnology, 14965/161, Tehran,

Iran, taban_f@nigeb.ac.ir

2- M.Sc Student, Bioprocess Group, Department of Industrial and Environmental Biotechnology,
National Institute of Genetic Engineering and Biotechnology, Tehran, Iran

3- Associate Professor, Bioprocess Group, Department of Industrial and Environmental
Biotechnology, National Institute of Genetic Engineering and Biotechnology, Tehran, Iran

4- Associate Professor, Bioprocess Group, Department of Industrial and Environmental
Biotechnology, National Institute of Genetic Engineering and Biotechnology, Tehran, Iran

*corresponding author: taban-f@nigeh.ac.ir

Received: 2019/9/23               Accepted: 2021/5/26

Abstract:
Hyaluronic acid (HA) is a natural and linear polymer that finds a wide-range
of applications in medicine, cosmetics, and nutraceuticals because of
excellent viscoelasticity, high moisture retention capacity, high
biocompatibility and non-toxicity. HA has been recently produced in
industrial scale by Streptococcal species. Streptococci are nutritionally
fastidious lactic acid bacteria and cannot synthesize some amino acids.
Therefore, it is necessary to study and select some commercial culture media
for their growth. In this study, HA production and hyaluronidase activity of
S. zooepidemicus ATCC 43079 in three culture media were investigated.
Regarding the detrimental effect of this enzyme on HA amount, 6-O-
Palmitoyl-L-ascorbic acid as hyaluronidase inhibitor was added to culture
medium during fermentation. The effect of three variables consisted of
glucose concentration, yeast extract concentration and medium pH each at 3
levels were considered and (response surface methodology (RSM) was used
for statistical design of experiments to study the HA production by this
strain. The results showed that maximum HA production was obtained when
glucose concentration, yeast extract concentration and pH were 21.2 g L-1,
43.6 g L-1 and 6.6, respectively. Under optimum conditions, HA was
produced as 370±15 mg L-1 which  was  ~150%  more  than  of  HA
concentration in basal medium (150±10 mg L-1) and productivity reached
56.74 g L-1 h-1 that was increased 2 fold compared to central point.

Keywords: Batch culture; Hyaluronic acid; Hyaluronidase; Optimization;
Response surface methodology (RSM)
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